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論　　文　　の　　要　　旨
（目的）
　ウエルシュ菌（αo∫赦棚㈱μ所伽g㈱）はグラム陽性芽胞形成性嫌気性桿菌であり，ガス壊疸，食中毒などの
原因となる病原細菌である。菌は多種類の毒素を産生し，それらが協調的に作用して組織。細胞に特徴的な病態
を形成する。これらの毒素は生体外環境ではほとんど産生されずヒトや動物に感染したときに産生され特異的な
病態を惹起する。すなわち菌は環境状態を感知しその情報が毒素遺伝子の発現を調節するという，一連の遺伝子
発現調節機構を有していることが示唆されている。
　本研究では，その分子機構を解明するためにウエルシュ菌のひとつの毒素であるパーフリンゴリジン○
（perfri㎎o1ysin　O，θ一毒素）を代表例として，その毒素産生の調節機構を分子レベルで解析した。
（方法）
　供試菌はC声柳加8㈱strain13を標準株とし，その毒素産生変異株を分離し，そのうち調節因子欠損変異株
と同定されたSn12を主として解析に使用した。遺伝子操作は大腸菌とウェルシュ菌のシャトルベクターPJIR418
を用いて電気穿孔法によりトランスフ才一メイション，相同組換えを行った。溶血活性の測定にはヒッジ赤血球
を検出系とし，相補性（コンプリメンテーション）の測定には血液寒天培地による交差培養法によった。コロニー
ハイブリダイゼーション，サザンハイブリダイゼーション，ノザンハイブリダイゼーション，PCR，DNAシー
クエンス解析，転写開始点の測定などは常法によって行った。
（結果および考察）
　ウエルシュ菌は細胞壁が堅牢でしかもDNA分解酵素活性が高いために遺伝子操作が困難であった。そこでま
ずエレクトロポレーション法によるトランスフォーメーション法を確立するために，菌株，培養，電圧，緩衝液
などの条件を検討した。その結果o．加ゲ伽榊∫strainユ3が最も適した菌株であり，菌は後期対数増殖期にある
ものが最も効率よく，15％グリセリン液，菌濃度10ユ0－10王2cFU／狐1，の懸濁液80μ1，添加DNA量ユo－20μ1，通
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電は40μF，2．5炎v／c搬，5．28㎜s／2聰㎜が最適条件であった。この条件で形質転換株の分離率は3．2×106／μgDNA
であった。
　ニトロソグアニジンで誘導したθ一毒素変異株は大きく2群に分けられ，交差培養法によりθ一毒素の産生を回
復する菌株S亙u2と回復しない株SIl07が分離された。Su07はθ一毒素の構造遺伝子の変異であり，S玉112は毒素
構造遺伝子の発現調節遺伝子が欠損していることが推察されたので，Sn12にs腕1n13の染色体遺伝子ライブラ
リーを導入して，θ一毒素産生を回復させる相補的遺伝子を検索した。その結果，新しい遺伝子o械が分離され
た。この遺伝子の構造を解析した結果，これは多くの細菌が有する2成分制御系に属するモデュレーターである
ことが解った。さらにこの遺伝子は，Su12に后一毒素（co11agenase）や血球凝集素活性を回復させた。すなわち
この遺伝子は複数の毒素構造遺伝子の発現を調節していることが示された。
　○械の下流に環境因子を感受する成分（センサー）である〃∫の存在が示唆され，その遺伝子構造を決定した。
妙械と〃∫はオペロンを構成し，一本の㎜RNAに転写され，プロモーターは〃械の上流に2箇所あった。下流
に位置するプロモーターが主要な発現を調節しており，それにo械／∫産物が結合することで，発現を自己調節
しているらしいことがわかった。
　。械／∫オペロンがθ一毒素の産生にどのように関与しているかを。械／∫変異株（TS五33）を用いて検討した。
θ一毒素遺伝子（がoλ）はその上流にC1S－dO㎜1n狐tに発現を調節する構造（がo灰）をもっている。がoRはただ一
つの転写開始点を有しており，がo児一mRNAは〃械／∫変異株では発現せず，〃械／∫の導入で発現が回復するので，
秒械／∫の支配下にあることが明らかであった。がoAの転写開始点は2箇所（Pユ，P2）であり，P2はり械／∫によ
るがoλの発現はおそらくがo亙を介して行われていると推察された。
　θ一毒素の産生はその構造遺伝子（助oλ）の上流に，正に発現を調節する遺伝子（助oR）と，さらに上位の調
節遺伝子（砂械／∫）により制御されていることが判明した。〃械／∫は同時に他の毒素遺伝子の発現をも制御して
いることから，この菌における毒素産生の機構には環境因子の感知から毒素分子産生まで精巧なネットワークが
あることが確認された。このようなネットワークを遮断すれば病原因子の産生を阻止することが可能であり，こ
れに基づいて新しい抗菌剤の開発につながる可能性がある。
審　　査　　の　　要　　旨
　本論文は，ウエルシュ菌における毒素産生の機構について分子レベルで解析し，毒素遺伝子の発現が環境因子
や細胞内情報伝達機構によりグローバルに調節されていることを解明している。巧妙な手技を用いた精巧な実験
によって意義深い事実を発見し，病原細菌の毒素産生を抑制する新しい考え方を提示しており，今後感染症の治
療ないし対策に新しい方策の開発が可能であることを示唆した質の高い論文である。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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